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Abstract
誗Very small embryonic-like stem cells(VSELs) is a rare
population of pluripotent adult stem cells, whose
biological nature is similar to that of embryonic stem
cells, firstly identified in murine bone marrow (BM) and
human cord blood ( CB) by Kucia and his group in
University of Louisville. They have similar outlook to
embryonic stem cells such as cell morphology and
markers and similar inner pluripotent characteristics
which make them be the most potential seed cells in the
cell replacement therapy. In this review, we will focus on
research advance about VSELs and clinical significance in
the stem cell transplantation treatment of retinal
degenerative diseases.
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摘要
极小胚胎样干细胞(very small embryonic-like stem cells,
VSELs) 是美国路易斯维尔大学 Kucia 研究小组从小鼠
骨髓和人脐带血中分离出一种具有类似胚胎干细胞生物
特性的多潜能成体干细胞。 与胚胎干细胞相似的外
表— — —细胞形态及表面标志、以及相似的内在— — —多分
化潜能决定了 VSELs 一出现就被细胞替代疗法视为最有
潜力的种子细胞,本文就 VSELs 的研究历程及在眼科干
细胞治疗视网膜退行性疾病中的临床意义作一综述。
关键词:极小胚胎样干细胞;视网膜退行性疾病;干细胞
移植/ 治疗
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0 引言
摇 摇 近年来研究表明,骨髓中的非造血干细胞中存在数
目稀少的特殊多潜能干细胞,如骨髓间充质干细胞
(mesenchymal stem cells, MSCs)
[1], 成 体多能祖细 胞
(multipotent adult progenitor cells, MAPCs)
[2],成体骨髓
多向诱导细胞,极小胚胎样干细胞
[3];它们也可能均为骨
髓中分离出来的同一类细胞,命名不同而已。 这些多潜
能干细胞在体外能分化为三个胚层;VSELs 在体外培养
中能够分化为内中外胚层的细胞
[3],潜在分化能力强,近
年已成为原始多潜能干细胞(pluripotent stem cells,PSC)
移植研究的热点。 在本综述中,我们集中讨论极小胚胎
样干细胞(very small embryonic-like stem cells,VSELs)的
分离、扩增、起源及其视网膜 VSELs 在眼科干细胞治疗视
网膜退行性疾病中的临床应用前景。
1 分离是前提
摇 摇 VSELs 的分离经过了趋化分离、免疫荧光激活细胞
分选、磁珠分选、高速流式细胞分选等几个阶段。 这几种
方法相互结合、各有利弊。
摇 摇 VSELs 最先通过趋化分离和免疫荧光激活细胞分选
(fluorescence-activated cell sorting, FACS) 相结合的方法
得到
[4]。 首先从 1 月龄大的健康小鼠股骨骨髓中分离得
到单个核细胞,用低渗的方法除去混杂的红细胞后添加
SDF-1 进行趋化作用,表达 CXCR4 受体的细胞能够与
SDF-1 反应结合而得到初步分离;然后再利用 FACS 对
筛选出的 CXCR4 +细胞进行 CD45 标志的分选,得到
CXCR4+CD45+和 CXCR4+CD45-两细胞群。 通过直接显
微镜观察 CXCR4+CD45-细胞群含有稀少的直径约 2 ~
4滋m 小细胞,这些细胞相对表达较多的 Oct-4,Nanog 等
多能干细胞标志,即 VSELs。
摇 摇 后来 Kucia 等认为,表达 PSC 标志的小体积 CXCR4+
CD45-细胞也可以通过用 FACS 分选 Sca-1+细胞而得
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此 VSEL-SCs 可以通过 FACS 方法,利用高速流式细胞分
选仪从小鼠骨髓单核细胞悬浮液中直接分选标志为 Sca-1
+/ Lin-/ CD45-,直径在 2 ~10滋m 的细胞。
摇 摇 相继,Kucia 等
[5]采用与鼠 VSELs 分选相同的方法,
利用 FACS 在人的新鲜脐带血中也分离到了与鼠 VSEL-
SCs 相类似的细胞群,即 CXCR4+/ CD133+/ CD45-细胞。
近来 Halasa 等
[6]也报道用两步分离法从人脐带血中分离
出 VSEL-SCs。
摇 摇 针对细胞体积标记的磁珠筛选方法从小鼠骨髓中分
离 VSELs 这种方法是将整个筛选体系的筛孔大小设定在
2 ~10滋m,该区域中大部分是细胞碎片、红细胞和血小
板,但是还有少量的有核细胞存在。 其中就包括了
VSELs。 然后再用流式细胞术分选 Sea-l+Lin-CD45-标
志的细胞即可得到。 分析可知,VSELs 约占小鼠骨髓有
核细胞的 0. 03%
[7],其中的 95%直径在 2 ~ 6滋m。 因此,
通过将流式细胞术和体积标记的磁珠二者结合的方法,
研究者成功地从小鼠骨髓中分离了体积极小的 VSELs。
摇 摇 2008 年 Liu 等
[8]使用方法从新生小鼠视网膜中分离
出视网膜 VSELs,并证实其体外培养时具有向三个胚层
分化等能力,为 VSELs 在眼科细胞移植治疗视网膜变性
类疾病提出了新的思路。
摇 摇 我们用免疫磁珠的方法从新生 C57 小鼠视网膜组织
中分离出 SCAL-1+LIN-CD45-,也就是 VSELs,该方法对
细胞活性和功能干预少,但是效率低。 Danova-Alt 等
[9]
从人脐血中分离出一种介于胚胎干细胞和成体干细胞中
的异形沉寂的非整倍体核型细胞,这类 VSELs 缺乏干细
胞特性。 因此,对于 VSELs 的分离技术日渐成熟,但其更
多亚型的发现也给该细胞群的定义带来挑战。
2 扩增是瓶颈
摇 摇 VSELs 的体外扩增是进行定向诱导分化从而应用于
临床的前提。 具有高度自我更新能力是胚胎干细胞显著
的特征之一,体外维持胚胎性干细胞自我更新的主要方
法是促进细胞增殖和抑制其分化,常用方法包括饲养层
细胞,条件培养基。
摇 摇 目前 VSEL-SCs 的扩增经历了几个阶段。 Ratajczak
等
[10]以 C2C12 鼠成肌细胞为饲养层,将 5% ~ 10% 的纯
化 GFP+鼠骨髓来源 VSELs 平铺培养,形成了细胞球结
构。 球状体细胞核大,含常染色质,细胞标志为 CXCR4+
SSEA-1+Oct-4+, 表达胚胎碱性磷酸酶。 因 VSELs 来自
GFP+鼠,可排除球状体来自饲养层细胞系或 VSELs 和
C2C12 细胞融合的可能。 球状体细胞若再置于饲养层培
养,经 5 ~7 代后可以形成新的球状体。 若将其再分散为
单个细胞,再铺于定向诱导分化介质中,可以分化为包括
心肌细胞的三胚层细胞系,表明扩增后的 VSELs 仍能保
持多分化潜能
[4]。 Murry 等
[11]把高度纯化的 VSELs 在体
外单独培养仅能存活数周,而且不能增殖和分化,但是把
来源于 GFP+小鼠骨髓的 VSELs 和新鲜分离到的 GFP+鼠
骨髓单核细胞在心肌、神经、胰腺定向分化介质中培养后
表明,VSELs 能够被定向诱导分化为中胚层的心肌细胞,
外胚层的神经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞以及内胚
层的胰岛细胞。
摇 摇 目前 VSELs 的扩增技术还不成熟,而且体外的扩增
可能需要几周的时间,对于治疗具有 12h 内治疗时间窗
的急性心肌梗死等无法获得足够数量的自体 VSELs。 因
此,VSELs 的扩增是限制其应用于临床的瓶颈。
摇 摇 于是,VSELs 的动员和归巢就显得尤为重要。 Kucia
等
[12]认为,在机体状态稳定时,VSELs 以相对低的水平
在外周血中循环,而在脑卒中、心肌梗死等机体应激情况
下,VSELs 可以快速动员到外周血中
[13,14]。 因此可认为
VSELs 是原始细胞释放的一个机动池,可以从干细胞微
环境中向外周血释放并发生特殊的定向分化。 目前对
VSELs 动员和归巢机制的认识尚不清楚, Paczkowska
等
[15]对脑卒中患者的研究和 Wojakowski 等
[16]对心肌梗
死患者的研究显示动员到外周血中的 VSELs 数量和血清
SDF-1 水平呈正相关。 Abdel-Latif 等
[17] 的研究认为
VSELs 的早期动员可能是由于损伤心肌分泌 SDF-1,通
过 CXCR4+/ SDF-1 轴对 VSEL 进行积极募集。 这些研究
都提示 SDF-1/ CXCR4+轴可能在 VSEL 的动员和归槽过
程中发挥主要作用。
3 起源是谜底
摇 摇 关于 VSELs 的生物学起源至今是日渐解开的谜。
Ratajczak 等
[18]认为骨髓中的 VSELs 来源于上胚层干细
胞(epiblast-derived stem cells, EPSCs)、及少量来源于原
始生殖细胞(primordial germ cells, PGCs)等。 Kucia 的假
说认为上胚层干细胞表达 Oct-4 和 c-met 标志,可分别
与基质源性因子和干细胞生长因子/ 扩散因子发生黏附
作用,因此,在胚胎形成过程中,上胚层干细胞可能通过
趋化黏附作用定位于外周的组织和器官,随后形成成体
中多能性 VSELs。 不少学者分别从鼠和人生殖组织中分
离培养出 VSELs,进一步证实了 VSELs 的部分来源途径,
也为 其 在 再 生 医 学 中 的 使 用 提 供 了 体 外 扩 增 的
途径
[19,20]。
摇 摇 Liu 等
[8]认为小鼠视网膜中单潜能 VSELs 是骨髓中
多潜能 VSELs 细胞库里释放出来的更具有组织特异性的
成体干细胞。 因为与骨髓中 VSELs 相比,新生视网膜
VSELs 表达眼部早期发育特异性基因 Pax6、Otx2,从而说
明其已经向眼部组织发生了一定的分化,在体外培养中
能分化为表达三个胚层标记物的组织,所以 Liu 等
[8] 学
者认为视网膜组织中的 VSELs 是来源于胚胎多潜能
VSELs 的终末分化的成体干细胞。
摇 摇 当然,目前关于 VSELs 的真正起源倾向于成体干细
胞的说法,在胚胎形成过程中,作为循环的 PSCs 的机动
库储存于成熟组织中,并随着年龄的增长而减少。 最近
Miyanishi 等
[21]的研究表明成体鼠骨髓中未发现具有多
个分化潜能的 VSELs。 它们可能是一群沉寂的 PSCs,在
特定条件下能动员至外周血中,分化为组织特异性的单
潜能干细胞,参与组织器官的再生和修复。 越来越多的
科学证据将会证实其生物学来源。
4 应用是关键— — —分化潜能和眼科应用憧憬
摇 摇 VSELs 具有较原始的多向分化潜能,生物学特性类
似胚胎干细胞,能在个体骨髓中分离获得,若作为移植疗
法和组织工程中的种子细胞,具有替代胚胎干细胞的潜
力,从而避免伦理道德争议,前景广阔。 郭慧娟等
[22] 研
究认为粒细胞集落刺激因子对缺血脑组织的保护作用在
于它能使缺血边缘带的基质细胞衍生因子-1 表达增加,
并通过 CXCR4/ SDF-1 轴的趋化作用,使募集到梗死区
域的 CXCR4+细胞增多,从而使更多的 VSELs 从骨髓动
员到外周血中,并由此推测,脑梗死后,骨髓中动员出来
的 VSELs 在特定微环境中能够分化成神经干细胞,在脑
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摇 摇 Ratajczak 等
[23]学者也认为中风激发了 VSELs 向外
周血移行,也有望能从外周血中分离 VSELs,并进行体外
扩增,从而应用于神经组织的损伤修复。 Tang 等
[24]认为
VSELs 可以改善心功能和延缓心肌重塑,Dawn 等
[25]认为
VSELs 移植后可以改善左心室收缩功能,而且 Zuba-
Surma 等
[26]认为 VSELs 具有延缓机体衰老的作用。
摇 摇 干细胞移植对心肌梗死后左心室结构和功能改善,
既有干细胞直接分化为心肌细胞核血管内皮细胞,又有
旁分泌机制的参与,甚至还有干细胞募集内源性 CSC 分
化为心肌细胞和血管,究竟何种机制占主导地位尚存在
争议
[27]。 随着研究的深入,VSELs 有可能成为自体 PSC
移植的最佳细胞类型,为缺血性心脏病的治疗带来革命
性的进展。
摇 摇 视网膜 VSELs 给眼科视网膜退行性疾病带来新的曙
光。 对于视网膜退行性疾病来说,机体自身的修复机制
已经不能够代偿视网膜细胞功能的丢失,因此,治疗要点
在于补充损失的组织,防止进一步的病理性损害并修复
其生理功能。 于是干细胞分化为眼部视网膜细胞的潜能
及应用于眼科的价值已逐渐被人们认知
[28]。
摇 摇 胚胎干细胞(ESCs)作为全能干细胞可以分化为晶
状体细胞、视网膜神经元和视网膜色素上皮 ( retinal
pigmenth epithelium, RPE) 细 胞
[28,29]。 动 物 实 验 发 现
ESCs 可以在体内分化为有功能的光感受器并可恢复动
物的光反应
[30]。 已有学者用动物黄斑变性的模型研究
ESCs 的长期安全性和功能,结果显示有很大应用前
景
[31]。 并且来源于成人的成体干细胞可以避免 ESCs 和
治疗性克隆等伦理学争论问题,因此有着极大的临床应
用潜力。 视网膜干细胞(retinal stem cells,RSCs)治疗视
网膜退行性疾病的潜能也引起医学界的广泛重视。 视网
膜干细胞定位于低等脊椎动物和哺乳动物的睫状体平坦
部至睫状体边缘区域,有实验证实. 在皇家外科学院
(royal college surgeons,RCS)视网膜色素变性小鼠模型中
发现 RSCs 明显增多,因而他们推测 RSCs 可以使退行的
视网膜复性
[32]。
摇 摇 Liu 等
[8] 对新生小鼠视网膜组织进行研究,发现
VSELs 定位于视网膜的神经节细胞层。 然而与能分化成
视网膜各种组织的视网膜祖细胞(retinal progenitor cells,
RPCs)不同,这些 VSELs 都是沉寂的。 这说明它们对正
常视网膜生长分化没有作用。 但是当允许它们形成球形
体时。 他们就会关闭胚胎干细胞的基因而表达 RPCs 的
标志基因。 这一研究提出了 VSELs 具有可以在特定条件
下分化成为视网膜各类细胞的潜能。 为干细胞治疗视网
膜变性疾病提供了理论基础。
摇 摇 综上所述,当胚胎干细胞作为替代治疗的种子细胞
还备受伦理上的争议时,VSEL-SCs 已经成为了种子细胞
的“后来者冶,且呈“居上冶之势。 首先,骨髓中 PSCs 的发
现致使学者重新考虑成体干细胞的更大可塑性这一特
征,VSELs 可能作为 PSCs 一种重要来源更为临床医学中
的心内科和神经内科细胞替代疗法开拓了新的研究领
域;其次,视网膜 VSELs 是一种终末分化的成体干细胞,
与胚胎干细胞相比,在眼科视网膜退行性疾病的治疗中
更充满新的希望。
摇 摇 但是 VSELs 应用于临床也存在一些弊端,更需我们
大量的研究:(1) 本身数量少,且体外扩增是瓶颈;(2)
Shin 等
[33]认为 VSELs 具有异质性,基因分析其可能存在
富含种系特异性基因 Stella 和 Prdm14 的亚型。 不同的亚
型具有不同的分化潜能,就很难去分析是否单细胞水平
能同时分化为三个胚层;(3) 定位艰难:VSELs 定位于受
损区域依赖于定位信号,但是这些定位信号容易受到受
损组织中的巨噬细胞和白细胞释放出的细胞因子或蛋白
溶解酶的干扰;VSELs 在培养过程中暴露于生长因子等
难以保持不被激活的休眠状态
[34];如何保持细胞对有丝
分裂生长因子的不响应性是再生医学中有待解决的关键
问题
[35];(4)成瘤可能性。
摇 摇 因此,VSELs 能否有效应用于临床,能否克服弊端成
功替代胚胎干细胞,都有待大量进一步的科学实验来证
实,相信答案就在不久的将来。
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